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RESUMO

Durante o processo de divisdo celular os tripanossomatideos e alguns
microrganismos do reino Fungi mantém o nucleo intacto em um processo
denominado de mitose fechada. Além disso, os tripanossomatideos nao
apresentam condensacao da cromatina e ocorre um alongamento do ndcleo para
acomodar os cromossomos j& replicados. Em leveduras e metazoarios, a
manutencdo das cromatides irmds juntas durante a divisdo celular até a sua
separacdo na transicdo metafase e anafase é realizada pelo complexo coesina.
Andlise dos genomas de tripanossomatideos mostrou que genes do complexo
coesina e de proteinas centrinas estdo presentes e sdo conservados. Para
investigar a funcdo da subunidade TcSCC1 do complexo coesina e das cinco
proteinas centrinas preditas em T. cruzi, o agente etiolégico da doenca de
Chagas, foram feitas clonagens dos genes TcSCC1 e TcCENL1 a 5. Para a analise
de citolocalizacdo dessas proteinas no parasita, os genes TcSCC1, TcCEN2, 4 e
5 foram subclonados no vetor de expressao transiente pPRTEGFP que contém o
promotor ribossomal, a regido 5 UTR do gene para a amastina, o gene para a
proteina fluorescente verde (EGFP) e a regiao 3’UTR do gene TCR27. A
subclonagem foi realizada de modo que as proteinas de estudo foram expressas
como fusdo no N-terminal da EGFP. Esses plasmideos foram utilizados em
transfeccdo transiente e a expressdo da EGFP com e sem as fusdes proteicas
foram visualizadas por microscopia de fluorescéncia. As centrinas 2, 4 e 5 e a
subunidade TcSCC1 da coesina fusionadas com EGFP apresentaram uma
localizagdo predominantemente nuclear, embora n&o exclusivo, quando
comparado com a EGFP sem fusdo. Para verificar se as proteinas estudadas séo
expressas em T. cruzi foram realizadas analises de PCR quantitativa nas suas
trés formas de vida: amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas. Verificamos
gue todos o0s genes sdo expressos na forma de mRNA. As centrinas 2 e 5
apresentaram a maior expressdo relativa nas trés formas enquanto que as
centrinas 1 e 3 apresentaram expressao equivalente a GAPDH em amastigotas e
epimastigotas, mas em tripomastigotas uma expressdo maior. A centrina 4
apresentou uma expressao relativa muito menor que a GAPDH e as outras
centrinas nas trés formas do parasita. Deste modo, concluimos que as cinco
centrinas e a subunidade SCC1 s&o expressas em T. cruzi com uma possivel
localizac&o nuclear.

Palavras-Chaves: Trypanosoma cruzi, expressdo génica, divisdo celular,
citolocalizagéo.



ABSTRACT

During cell division the trypanosomatids and some fungi microorganisms
keeps the nucleus intact in a so-called closed mitosis. Furthermore, the
trypanosomes do not show chromatin condensation and it occurs nucleus
elongation to accommodate the replicated chromosomes. In yeast and metazoan,
maintenance of sister chromatids together during cell division until their separation
in metaphase and anaphase transition is performed by cohesin complex. Analysis
of trypanosomatid genomes showed that genes for the cohesin complex and for
centrin proteins are present and conserved. To investigate the function of TcSCC1
subunit of cohesin complex and the five predicted centrin proteins in T. cruzi, the
causative agent of Chagas disease, cloning of the TcSCC1 gene and all five
TcCEN genes was performed. For cytolocalization analysis of these proteins in the
parasite, TcSCC1 and TcCEN2, 4 and 5 genes were subcloned into the transient
expression vector pRTEGFP that contains the ribosomal promoter, the 5'UTR
region of the amastin gene, the gene for green fluorescent protein (EGFP) and the
3'UTR region of the TCR27 gene. Subcloning was performed so that the proteins
were expressed as fusion proteins at the N-terminus of EGFP. These plasmids
were used in transient transfection and expression of EGFP with and without the
protein fusions were visualized by fluorescence microscopy. The centrins 2, 4 and
5 and TcSCC1 cohesin subunit fused to EGFP showed a predominantly nuclear
localization, although not unique, when compared to EGFP without fusion. To
verify that the studied proteins are expressed in T. cruzi quantitative PCR analysis
was performed in its three forms of life; amastigotes, epimastigotes and
trypomastigotes. We found that all genes are expressed as mRNA. The centrins 2
and 5 had the highest relative expression in three forms while centrins 1 and 3 had
equivalent expression to GAPDH in amastigotes and epimastigotes, but higher
expression in trypomastigotes. The centrin 4 showed a much smaller relative
expression to GAPDH and the other centrins in the three forms of the parasite.
Thus, we conclude that the five centrins and the SCC1 subunit are expressed in T.
cruzi with a possible nuclear localization.

Keywords: Trypanosoma cruzi, gene expression, cell division, cytolocalization.



1.INTRODUCAO

1.1 A doenca de Chagas

A doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana possui como agente
etiolégico o Trypanosoma cruzi, um protozoério flagelado pertencente a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Essa doenca foi descrita pelo médico
sanitarista Carlos Chagas em 1909 (CHAGAS, 1909). E uma doenca parasitaria,
sistémica e cronica. O fator de risco da doenca esta fortemente ligado a situacées
socioecondmicas, considerada uma doenca tropical negligenciada. E endémica
em 21 paises nas Américas (Figura 1), embora as migracdes de pessoas
infectadas possam transportar a doenca para paises nao endémicos da América e

do mundo (Figura 2).

Doenga de Chagas

B Zonas endémicas

WHO/CTD, May 1536

Figura 1. Mapa da distribuicdo da doenca de chagas, segundo a organizacdo mundial da
saude (OMS) mostrando os principais paises onde a enfermidade é endémica.
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Figura 2. Estimativa global dos casos de doenga de Chagas, com base em estimativas oficiais da
Organizac¢do Mundial da Saude (2005-2013).

O parasita T. cruzi é transmitido para o homem principalmente pelas fezes
infectadas do triatomineo hemat6fago, conhecido como "barbeiro”. T. cruzi pode
infectar varias espécies de triatomineos, a maioria das quais sdo encontrados nas
Américas. Uma pessoa fica exposta ao parasito quando o inseto infectado
deposita suas fezes na pele do hospedeiro humano durante a noite. O individuo,
ao cocgar a pele, provoca escoriacdes que facilitam a entrada do parasito.

Outras formas de transmissdo sdo transfusdo de sangue, congénita e
transplante de 6rgdos. Com uma incidéncia anual de 28.000 casos na regido das
Américas, a doenca de Chagas afeta cerca de 6 a 8 milhdes de pessoas no
mundo e provoca, em media, cerca de 12.000 mortes por ano. Embora a
mortalidade tenha diminuido significativamente, a doenca pode causar
consequéncias irreversiveis em 0Orgdos como 0 coracdo, sistema digestivo e
sistema nervoso. Estima-se que 65 milhdes de pessoas nas Américas vivam em
areas de exposicao e estdo em risco de contrair essa doenca (OMS, 2016).

Nattha-Larrie (1921) comprovou a possibilidade da transmisséo oral,
infectando pequenos animais com sangue contendo tripomastigotas. Storino e
Jorg (1994) mostraram experimentalmente a infeccdo de pequenos mamiferos por
ingestdo de moscas e baratas que estiveram em contato com fezes de
triatomineos contaminados.

Existem 112 espécies de insetos vetores para a doenca de Chagas. Esses
insetos estdo presentes no continente americano, sendo que 12 dessas espécies

recebem uma atencdo especial devido a sua capacidade de invadirem e



procriarem dentro das moradias humanas. O Triatoma infestans € uma espécie de
inseto da familia Reduviidae, ocorrendo na Argentina, Bolivia, Brasil, Chile,
Paraguai, Peru e Uruguai, espécie situada mais ao sul do continente, Rhodnius
prolixus situado na América central (SILVEIRA, 2000)

o
gt 68 )

Figura 3 Triatoma infestans conhecido como barbeiro é uma espécie de inseto da familia
Reduviidae. Endémico em regifes como Brasil, Bolivia, Peru, Chile, Argentina, Paraguai e
Uruguai. T. infestans um dos vetores mais importante, pois tem uma ampla distribuicdo e € quase
que exclusivamente intradomiciliar. No ambiente silvestre (somente na Bolivia) € encontrado em
montes de pedras associado a ninhos de roedores. Apés a implantacdo do Programa de Controle
da Doenca de Chagas no Brasil, foi praticamente eliminado do pais.
http://www.cpqgrr.fiocruz.br/laboratorios/lab_triato/Triatolnfestans.htmi

A doenca de Chagas apresenta-se em duas fases. A fase inicial aguda tem
a duracao de cerca de dois meses apoés a infeccdo. Durante a fase aguda, um
grande numero de parasitas circula no sangue, mas na maioria dos casos, 0S
sintomas estdo ausentes ou leves. Em menos de 50% das pessoas picadas por
um inseto triatomineo, 0s primeiros sinais visiveis caracteristicos podem ser uma
lesdo de pele ou um inchaco arroxeado das palpebras. Além disso, eles podem
apresentar febre, dor de cabeca, ganglios linfaticos aumentados, palidez, dor
muscular, dificuldade em respirar, inchaco e dor abdominal ou toracica. Na fase
cronica, os parasitas estdo escondidos principalmente no coracdo e musculos.
Até 30% dos pacientes sofrem de disturbios cardiacos e até 10% sofrem de
distarbios digestivos (tipicamente alargamento do eséfago ou do célon), ou
alteracdes mistas. Nos anos posteriores, a infeccdo pode levar a morte subita ou
insuficiéncia cardiaca causada por destruicdo progressiva do musculo cardiaco e

seu sistema nervoso (OMS, 2016).



1.2 Ciclo de vidado T. cruzi

T. cruzi tem um ciclo de vida complexo com caracteristicas que dependem
do ambiente em que o parasito se encontra. O ciclo biolégico do T. cruzi é
heteroxénico, ou seja, ele possui hospedeiro definitivo e intermediario
possibilitando que o parasito passe por uma fase de multiplicacéo intracelular no
hospedeiro vertebrado e extracelular no vetor.

Na forma vetorial da transmissdo, tripomastigotas metaciclicos do
protozodario sdo liberadas junto as excretas dos triatomineos através da pele
lesada ou das mucosas do ser humano, durante ou logo ap0s o repasto
sanguineo. Esse meio de transmissdo ocorre exclusivamente no continente
americano, e em outros continentes o0 modo de transmissdo é por transfusao
sanguinea e horizontal (OMS, 2016).

Os tripomastigotas circulantes alcancam a corrente sanguinea e podem
parasitar outras células de qualquer tecido ou 6rgdo para cumprir novo ciclo
celular. Dentro dos vetores, a forma tripomastigota migra e, em seu intestino,
converte-se em epimastigota. Esta multiplica-se por divisdo binaria e origina a
tripomastigotas metaciclica na porcéo final do intestino do inseto (OMS, 2016).
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Figura 4 Ciclo biolégico do T. cruzi no interior do inseto vetor e do mamifero
(adaptado OMS, 2016).



1.3 Organizacao nuclear em T. cruzi

A presenca do nacleo em organismos caracteriza o dominio Eukarya. O
ndcleo compartimentaliza o material genético envolvido por uma membrana dupla
chamada envelope nuclear. Em T. cruzi, a membrana nuclear permanece intacta
durante todo o processo de divisdo caracterizando uma mitose fechada
(ALSFORD et al., 2012; SOLARI, 1995).

O significado e funcédo dessa organizacdo aumentou com a compreensao
da transcricdo, replicacdo, reparo de DNA e processos de recombinacdo. O T.
cruzi € um eucarioto que divergiu precocemente na arvore filogenética, apresenta
eventos Unicos e/ou reduzidos de replicacdo do DNA, transcricdo e reparacao,
bem como processamento de RNA e transporte para o citoplasma (ELIAS;
NARDELLI; SCHENKMAN, 2009).
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Nuclear pore complex
TbNUP92

NUP-1 network
Mitotic spindie

Nucleolus

00 (~we.

Expression site body

Figura 5 A progresséao do ciclo celular e arquitetura nuclear de organismos que apresentam
divisdo nuclear fechada. Painel superior mostra o T. brucei em estagio em que se encontra na
corrente sanguinea esquema mostrando o nicleo, com foco no complexo do poro nuclear(NPC)
representado em verde. Tubos cinza representa proteina lamina putativa NUP-1. E o
posicionamento dos teldmeros em vermelho em pequenos aglomerados na periferia nuclear. Um
Unico nucléolo e um corpo local de expressdo (ESB) sao mostrados, ambos contendo
subunidades RNA Pol | em azul, e no caso de o ESB, um VSG ativo e regido telomérica
associado. Observe a presenca de NUP92 em T. brucei, um provavel componente da cesta
nuclear no NPC (cinza escuro). Painel inferior mostra o ndcleo em uma mitose tardia, onde os
teldmeros esta com a migracdo quase concluida a partir do meio do corpo nuclear para os polos
opostos dos nucleos filhos (ALSFORD et al., 2012).

A localizacdo e alteragbes dos cromossomos no nucleo de T. cruzi estdo
de acordo com o ciclo celular. Os cromossomos estéo distribuidos principalmente
no interior do nucleo dos parasitas em formas nao replicativas e em células em
fase G1 do ciclo celular. Os sitios de replicagdo, que sdo sequéncias de DNA
reconhecidas por complexos proteicos que estdo envolvidos na replicacdo dos



cromossomos, aparecem no inicio da fase S na periferia nuclear. Portanto, estas
alteracdes de posicdo indicam que os cromossomos de T. cruzi se movem
durante o ciclo celular e replicam-se na periferia nuclear, tal como ilustrado na
Figura 6. Varios resultados experimentais mostraram que 0os cromossomos de T.
cruzi sdo distribuidos de forma diferente nas fases sequenciais do ciclo celular
(ELIAS et al., 2002).

Replication Sites

‘ﬁ—‘
-
€

& ;
%&};J@"’ S

Mitosis
Chromosomes

Figura 6. Modelo de dindmica de cromossomos durante o ciclo celular de T. cruzi. Na fase
G1, cromossomas sd@o encontrados dispersos no nicleo. Durante a fase de replicagdo do ciclo
celular, os cromossomos ficam retidos na periferia nuclear (ELIAS et al., 2002).

Por microscopia confocal de fluorescéncia, como ilustrado na figura 5, foi
observado que a replicagdo do DNA em T. cruzi inclui o recrutamento sequencial
de complexo proteico envolvido na pré-replicacéo e replicacdo. Esses complexos
situam proximo da periferia nuclear ou distante dependendo do momento da
divisdo celular. No momento da replicacdo do DNA as dindmica dos complexos
proteicos envolvidos na pré-replicagdo TcOrcl/Cdc6 e replicacdo TcPCNA foram
determinadas em dois padrdes: periférico e disperso. Apos a divisdo, as células
entram na fase G1 e TcOrcl/Cdc6 e TcPCNA estao dispersos por todo o espaco
nuclear, excluindo a regido do nucléolo (CALDERANO et al., 2011). As estruturas
nucleares, apesar de nado serem delimitadas por membranas, sao
compartimentalizadas, identificando-as como territorio cromossomal e
intercromatina em células de mamiferos (CREMER et al., 2000). Os cromossomos

sao organizados nesses locais de forma que nédo se tornem emaranhados uns



com 0S outros e esta organizacdo é conseguida, pelo menos em parte, pela
ligacdo de dominios cromossomais a sitios especificos no envelope nuclear ou
lamina nuclear (ALBERTS et al., 2004; SPADILERO et al., 2002; PICCHI, 2006).

Figura 7. Representagcdo esqueméatica da dindmica dos cromossomos, TcOrc/Cdc6 e
TcPCNA no nucleo de T. cruzi durante o ciclo celular. Em azul cromossomos, em verde
TcOrc/Cdc6 e em vermelho TcPCNA. TcOrc/Cdc6 permanece ligada ao DNA durante todo ciclo
celular. No inicio de G1/S cromossomos, TcOrc/Cdc6é e TcPCNA encontram-se dispersos pelo
nacleo. Cromossomos e TcOrc/Cdc6 migram para periferia nuclear enquanto TcPCNA permanece
disperso. Ao entrar em S TcPCNA vai para periferia onde o DNA sera duplicado. Nas demais
fases G2, M (mitose) e C (citocinese) cromossomos, TcOrc/Cdc6 e TcPCNA estdo dispersos pelo
ndcleo. (CALDERANO et al., 2011).

1.4 Organizacdo nuclear em eucariotos superiores

O nucleo eucaridtico é altamente organizado, apresentando a membrana
nuclear que separa o meio nuclear do meio citoplasmatico, como um
compartimento termodinamicamente aberto. No meio nuclear ocorre o
metabolismo dos acidos nucleicos, e sdo compartimentos funcionais onde a
maquinaria necessaria para que estes processos ocorram se encontra. Desta
forma estes processos podem ser realizados em regides nucleares especificas
durante determinada fase do ciclo celular (LAMOND; SPECTOR, 2003; MISTELI,
2005). Da mesma maneira que 0s processos nucleares estdo organizados, o DNA
também se organiza neste espago nuclear, primeiramente por meio da sua

compactacao exercida pelas histonas e outros complexos proteicos de



manutengdo como a coesina e a condensina formando a cromatina e segundo
pela distribuicdo n&o aleatéria dos cromossomos, havendo territorios

estabelecidos de localizac&do dentro do nucleo (CREMER et al., 1982).

1.5 O complexo coesina em leveduras e mamiferos

Em eucariotos, antes do inicio da divisdo celular ou mitose, cada
cromossomo é replicado e consiste em duas cromatides idénticas. Essas
cromatides-irmds sdo mantidas unidas ao longo de seu comprimento por
proteinas coesivas. Durante a mitose essas proteinas sao clivadas e as
cromatides-irmas se separam e tornam-se cromossomos-filhos independentes, os
quais sdo puxados para os polos opostos da célula pelo fuso mitético. Um grande
complexo de proteinas em forma de anel chamado coesina serve para manter
juntas as duas cromatides irmas (Figura ). O complexo coesina tem a funcao de
orientar a correta adesdo dos microtubulos ao fuso mitético, garantindo assim a
exata segregacdo (NASMYTH; HAERING, 2005). Em Saccharomyces cerevisiae,
o complexo € composto de quatro subunidades principais: Smcl, Smc3, Sccl e
Scc3 (HIRANO, 2002). A coesina é montada antes da replicacdo do DNA e esta
presente no centrdmero e nos bragos dos cromossomos onde depende de outras
proteinas como as Scc2 e Scc4 que parecem auxiliar na montagem do complexo.
Em T. cruzi, experimentos de deteccao imunolégica demonstraram a presenca da

subunidade Sccl do complexo coesina em amastigotas (Ferreira, 2011).
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Figura 8. Modelo mostrando estrutura do complexo Coesina. As subunidades Smcl
(vermelho) e Smc3 (azul) formam super-hélices paralelas, que se ligam através dos
dominios de dobradica. A extremidade C-terminal da Sccl (verde) se liga ao dominio
globular da Smcl e a extremidade N-terminal se liga ao dominio globular da Smc3,



formando o anel. A subunidade Scc3 (amarelo) se liga a extremidade C-terminal da Sccl. Os
sitios de clivagem pela separase estéo indicados (adaptado de NASMYTH; HAERING, 2009).

1.6 Proteina SCC1 em tripanossomatideos

Em Trypanosoma brucei a subunidade do complexo coesina TbhSCC1 é
expressa antes da sintese de DNA em G1, permanecendo no nucleo ao longo da
fase S e G2 do ciclo celular e desaparecendo em anéfase. Silenciamento da
TbSCC1 por RNAI ou expressao de uma proteina TbSCC1 néo clivavel resultou
na auséncia de segregacdo dos cromossomos. As células de T. brucei que
progrediram para a citocinese ficaram defeituosa, prevalecendo células com mais
de dois ndcleo e células sem nucleo. Duplicacdo e segregacao do cinetoplasto
também foi afetada (GLUENZ et al., 2008).

1.7 Proteinas SMCs

Para identificar proteinas com uma funcédo de organizagcdo cromossomal
em tripanossomatideos, os genomas de T. brucei (BERRIMAN et al., 2005) e
Leishmania major (IVENS et al., 2005) foram consultados em bancos de dados e
foram encontrados componentes do complexo SMC.

SMCs sédo proteinas de manutencdo estrutural dos cromossomos. As
células eucaribticas tém pelo menos seis proteinas SMCs. Essas proteinas
formam trés heterodimeros diferentes (Figura) com funcdes especializadas. Um
par de SMC1 e SMC3 constitui as subunidades principais dos complexos coesina
envolvidos na coesdo de cromatides irmas e permitindo a correta segregacao
(MICHAELIS et al.,1997. GUACCI et al., 1998. LOSADA et al., 1998). Do mesmo
modo, um par de SMC2 e SMC4 atua como nucleo dos complexos condensina
implicados na condensacéo fisica dos cromossomos (HIRANO et al., 1997; ONO et
al., 2003). Outro dimero composto por SMC5 e SMC6 forma um complexo com
parte de sua funcdo ainda desconhecida, tendo como uma de suas funcdes o
reparo de DNA em vertebrados (FOUSTERI et al., 2000). Cada complexo contém
um conjunto distinto de subunidades reguladoras ndao SMC. Alguns organismos
tém variantes de proteinas SMC. Por exemplo, os mamiferos tém uma variante de

SMC1 especifica da meiose, conhecido como SMC1B. As leveduras



Schizosaccharomyces pombe tém uma SMC4 variante que tem uma funcédo

especializada junto com a Radl8, que € uma proteina essencial envolvido na
reparacdo de danos ao DNA produzido por radiacdo ionizante (FOUSTERI et al.,

2000).
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Figura 9. Arquitetura das proteinas SMCs. O monémero das Smcs, quando dobrado,
apresenta um dominio de dobradica e um dominio globular, ou cabec¢a, conectados por
uma longa super-hélice. Os dimeros das Smcs sdo formados por meio da associacdo das
dobradicas e por por meio da interacdo dos dominios globulares de maneira dependente de
ATP (adaptado de ONN et al., 2008).

1.8 Proteinas centrinas

Andlises comparativas de sequéncias de varias centrinas mostraram que
estas fazem parte da superfamilia das proteinas “EF-Hand”. S&o proteinas com
dominios de ligacdo ao célcio e foram descobertas primeiramente nas raizes
flagelares de Tetraselmis striata, um eucarioto autotréfico componente dos
planctons (SALISBURY et al.,1992).

T. cruzi, Leishmania sp e Trypanosoma brucei sdo conhecidos como
tritryps e tiveram seus genomas sequenciados (EI-SAYED et al., 2005). Foram
identificados no genoma desses trés organismos cinco genes que codificam para
cinco proteinas centrinas diferentes e com fungdes intracelulares variadas (Tabela
1). As centrinas ThCentrinl e TbCentrin2 foram reconhecidas por 20H5, um
anticorpo monoclonal originalmente criado para reconhecer centrinas de
Chlamydomonas reinhardtii (SALISBURY et al., 1988). Essas duas centrinas
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estdo presentes em organismos que possuem flagelos junto aos corpos basais,
organelas necesséarias para a locomocdo celular que estdo envolvidas na
duplicacdo dessas organelas. A TbCentrin2, no entanto, esta presente em uma
estrutura bilobulada que € intimamente associada com o complexo Golgi. A
duplicacdo da estrutura bilobulada e a duplicacdo do complexo de Golgi sao
altamente coordenadas durante o ciclo celular e a deplecdo do gene da
TbCentrin2 por RNA interferéncia (iRNA) leva a inibicdo da duplicacdo do
complexo de Golgi, sugerindo um papel importante dessa proteina nesses
processos celulares. A deplecdo da ThCentrin2 também inibe a segregacdo do
cinetoplasto (organela onde encontra-se DNA mitocondrial no qual os corpos
basais estdo ligados) e divisdo celular. No entanto, ndo inibe a divisdo nuclear, de

modo que ha grande acumulo de células multinucleadas (HE et al., 2005).

Tabela 1. Proteinas centrinas e suas principais fun¢des em eucariotos.

. Nome da ~ A
Organismos Proteina Funcao Referéncia

Localizacdo subcelular em células da
retlna,N interagindo com _prote_mas G. A GIESSL, et al., 2004.

Mouse. T _ delecédo do gene da centrinal mterfere_ na GIESSL, et al., 2005.

brucéi ' Centrinal | fase acrossomal do espermatozoide, AVASTHI et al., 2013.

causando infertilidade em mamiferos. SE'-VAPAZ'\(‘)'g;YAN etal,
Envolvidas em segregacdo de organelas e ’
citocinas em T. brucei.

Homo Localizada nos poros da membrana nuclef:lr RESENDES et al., 2008.
sapiens desempenhando um papel na exportacdo ROUT et al., 2000.
Xenopus s'p Centrina 2 | mRNA, e associada com proteinas do FISCHER et al., 2004.

' centrossomo em células de mamiferos. | SALISBURY etal, 1995.

T. brucei . . SALISBURY et al., 2002.
Corpos basais em organismos flagelados. etal

Envolvida na fase acrossomal de

Mouse, espermatozoides interagindo junto com a

Homo Centrina 3 centrina 1. Centrina 3 em tripanossomas AVASTHI et al, 2013.
sapiens, T. mantém a estabilidade de uma dineina YING et al., 2014

brucei situada nos flagelos dando moatilidade

celular em T. brucei.

Processos celulares como divisao celular e

. . nuclear. Interagdo com a Centrina 2 em JIE et al., 2008.
T. brucei Centrina 4 estruturas bilobulada em T. brucei regula a SHl et al.,2008.
duplicacdo do complexo de Golgi.
Niveis de mRNA tem expressao maior que
T. cruzi Centrina5 | o enddgeno GAPDH em todas as formas Neste trabalho.

de T. cruzi.
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A centrina-4 foi caracterizada em T. brucei como coordenadora de
processos celulares como a divisao celular e nuclear (JIE et al., 2008) e TbCEN3
esta envolvida com o processo de segregacao de organelas e citocinese durante
o ciclo celular (SELVAPANDIYAN et al., 2012).

Além disso, centrinas sdo proteinas conservadas encontradas nos
centrossomos, que € o principal centro organizador de microtubulos das células
animais, e no corpo basal, que € a terceira porcao do flagelo que liga o flagelo a
membrana plasmatica. O corpo basal € composto de uma pequena haste central
inserida em uma série de anéis (SALISBURY, 1996; CHAPMAN et al., 2000). As
centrinas exercem o papel de chaves regulatérias para a correta duplicacdo e
funcdo dessas estruturas (BAUM et al., 1986; MIDDENDORP et al., 2000;
SALISBURY, 2002; PAOLETTI et al., 2003) e sdo também necessarias para uma
variedade de outros processos celulares, incluindo a reparagdo de DNA,
exportacdo de mRNA e transducdo de sinal (ARAKI et al, 2001;. WOLFRUM et
al., 2002;. FISCHER et al., 2004). Um Unico gene da proteina centrina tem uma
variedade de funcdes. Em organismos tais como Saccharomyces cerevisiae,
multiplos genes que codificam para a proteina centrina tém sido encontrados em
muitos outros organismos, incluindo mamiferos. Andlises bioquimicas estruturais
sugerem diferentes propriedades para as isoformas das proteinas centrinas (HU e
CHAZIN, 2003; SHEEHAN et al.,, 2006) e tem sido relatado que a localizacao
intracelular e funcao destas proteinas séo diversos (GIESSL et al.,2004; TROJAN
et al., 2008; RUIZ et al., 2005; GOGENDEAU et al., 2008).

Recentemente, andlises protedmicas de fragcbes nucleares de formas
epimastigotas de T. cruzi mostraram a presenca de proteinas centrinas (SANTOS
et al., 2013).

1.9 Justificativa

O protozoario T. cruzi, assim como 0s demais tripanossomatideos,
apresenta algumas peculiaridades em sua estrutura celular e, principalmente, em
seu processo de divisdo quando comparado aos demais eucariotos. Estudar a
divisdo celular do T. cruzi, com énfase no papel do complexo coesina e da

proteina centrina, € um passo crucial para o entendimento da divisdo celular
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desse organismo que pode levar a descoberta de futuros alvos moleculares para
o tratamento da doenca de Chagas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral estudar o papel do complexo coesina

e da proteina centrina no processo de divisédo celular do T. cruzi.

2.2. Objetivos Especificos

e Citolocalizar a subunidade TcSCC1 do complexo coesina e das proteinas
centrinas fusionadas com a proteina fluorescente verde (EGFP) por
transfeccdo e microscopia na forma replicativa epimastigota.

e Quantificar os niveis de mRNA que codificam as proteinas centrinas e a
subunidade TcSCC1 da coesina por PCR em tempo real nas formas

epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Organismos e linhagens celulares utilizadas

Linhagens Bacterianas

A linhagem bacteriana E. coli utilizada para procedimentos de clonagem é
descrita: DH5a (Invitrogen): F—~®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl
hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A— thi-1 gyrA96 relAl.

Células HelLa

As células de mamifero utilizadas como hospedeiras foram da linhagem

HelLa, que séo células humanas epiteliais, ndo imunes e aneuploides isoladas de
adenocarcinoma de Utero. Para as infec¢des foi utilizada a forma tripomastigota
da cepa Y de Trypanosoma cruzi (SILVA; NUSSENZWEIG, 1953).

Trypanosoma cruzi

Em todo o desenvolvimento do trabalho, a cepa de T. cruzi CL Brener foi
utulizada para as formas epimastigotas e a cepa Y pra as formas tripomastigota e
amastigotas (SILVA; NUSSENZWEIG,1953).

Meios de cultura:
Cultivos de bactérias

Meio LB (Luria-Broth)

Peptona de caseina 1% (p/v); Extrato de levedura 0,5% (p/v); NaCl 1% (p/v).
pH ajustado para 7,2 com NaOH. Adicao de &agar bacteriolégico ao LB a uma
concentracéo final de 1,5% (p/v). Meio esterilizado em autoclave por 20 min a
121°C.

Meio 2YT

Triptona 1,6% (p/v); Extrato de levedura 1% (p/v); NaCl 0,5% (p/v). O pH era
ajustado para 7,2 com NaOH. Meio esterilizado em autoclave por 20 min a 121°C.

Meio SOB

Peptona de caseina 2% (p/v); Extrato de levedura 0,5% (p/v); NaCl 0,05%; KCI
2,5 mM; MgCl, 10 mM. Todos os ingredientes menos o MgCl, era dissolvido em
agua destilada e o pH era ajustado para 7,2 com NaOH. O meio era esterilizado
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em autoclave por 20 min a 121°C. Apos resfriamento, era adicionado ao meio o
MgCl, (ja em solucéo esterilizada por filtracdo).

Meio SOC

Adicao de glicose (ja em solucéo esterilizada por filtracdo) ao meio SOB a uma
concentracéo final de 20 mM.
Cultivos de T. cruzi

Meio de cultura LIT

NaCl 0,4%; KCL 0,4%; Na,HPO4 0,8%; Glicose 0,2%; Triptose 0,5 %; Infuso
de figado 0,5%; Hemina 0,0025 %; Soro Fetal Bovino 10%. O extrato de figado
era previamente dissolvido em agua destilada, aquecido a 60°C em placa
aguecedora sob agitacdo durante 1 h e filtrado em papel Whatman namero 1. O
pH foi ajustado para 7,2 com HCI concentrado e o meio filtrado utilizando filtro
Millipore 0,22um. esterilizacdo, o meio foi suplementado para uso com soro fetal
bovino 10% (Gibco — BRL) e hemina a uma concentracdo final de 2 mg/mL e
adicionado de ampicilina (100 pug/mL)/estreptomicina (30 ug/mL) esterilizados por
filtracdo em filtro Millipore 0,22um.
Meio de cultura para células HelLa

Meio DMEM (Gibco BRL #12100-046)

13,4g; Piruvato de sédio 0,11 g; Bicarbonato de Sodio 3,7 g; Agua destilada

g.s.p. 900 mL; pH 7,2. O meio foi esterilizado por filtracdo e distribuido
assepticamente em garrafas previamente esterilizadas. Para uso o meio DMEM
foi suplementado com soro fetal bovino 10% e adicionado de solugdo ampicilina

(100 pg/mL)/estreptomicina (30 pg/mL).

Solugéo e tampdes
Verseno (EDTA)

EDTA (pH 7,0) 2 mM; PBS 1X. A esterilizacdo foi realizada em autoclave
por 20 min a 121°C. Tripsina 5%; PBS 1X. O pH foi ajustado para 7,8. A solucao
foi armazenada a 4°C durante a noite para decantagdo. No dia seguinte, o pH foi
checado novamente. A solucdo foi esterilizada por filtragcdo através de filtro

Millipore 0,22 ym e armazenado a -20°C.
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PBS (1 X)
NaCl 137 mM; Na,HPO, 7 mM; KCI 2,7 mM; KH,PO, 1,5 mM. A
esterilizacao foi realizada em autoclave por 20 min a 120°C.
Tampéo PSG (1 X)
Na;HPO, 7H,O 95 mM; NaH,PO4.H,O 5 mM; NaCl 72 mM; Glicose 55,5
mM A esterilizagdo foi feita por filtracdo através de filtro Millipore 0,22 ym e o
tampaéo foi armazenado a 4°C.
Tampéo TB para células competentes
Pipes 10 mM; MnCl, 55 mM; CaCl, 15 mM; KCI 250 mM. Dissolucao de
todos os sais, exceto o MnCl,; pH ajustado para 6,7 com KOH. E seguida, adi¢ao
do MnCl, e esterilizacdo por filtracdo através de filtro Millipore 0,22 um;
armazenamento a 4°C.
Tampao de Lise (1X)
Tris HCI (pH 6,8) 80mM; Sacarose 12%; SDS 2%; [3-Mercaptoetanol 2%;
azul de bromofenol 0,01%. O tampao foi aliquotado em microtubos de 1,5 mL e
armazenado a - 20°C.
Solugdes para extracdo de DNA plasmidial
Solucgéo |
Tris HCI 25 mM pH 8,0; EDTA 10 mM. Esterilizacdo em autoclave por 20 min a
121°C.
Solucéo I
NaOH 0,2 M; SDS 1%.
Solucéo I
Acetato de Sédio 3 M; Acido acético 2 M; pH 4,8-5,0
Solugdes para géis SDS-PAGE
Gel Separador 13%
Tris HCI (pH 8,8) 0,375 M; SDS 0,1%; acrilamida/bisacrilamida (39:1 p/p)
13%; APS 1,0%; TEMED 0,1%.
Gel Concentrador 4%
Tris HCI (pH 6,8) 0,125M; SDS 0,1%; acrilamida/bisacrilamida (39:1 p/p) 4%;
APS 1,0%; TEMED 0,1%.
Tampao de Corrida Tris-Glicina (5X)
Tris Base 0,125 M; Glicina 1,25 M; SDS 0,5%.
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Tampé&o de Amostra (2X)
Tris HCI (pH 6,8) 0,16 M; Sacarose 24%; SDS 4%; 3-Mercaptoetanol 4%; azul
de bromofenol 0,05%.

Solucéo Corante Coomassie Blue

Coomassie Blue R-250 0,25%; Metanol 50%; Acido acético glacial 10%.
Solucgéo Descorante/Fixadora

Metanol 50%; Acido acético glacial 10%
Tampéo de transferéncia para Western Blot
Trizma® base 48 mM; Glicina 39 mM; SDS 0,0375%; Metanol 20%

Solucdes para eletroforese em géis de agarose
Tampéo TBE (10X)
Tris Base 0,89 M; Acido Bérico 0,89 M; EDTA 0,02 M
Tampao de amostra (5X)
TBE 5X; Glicerol 25%; Azul de Bromofenol; 0,01 % Xileno Cianol; 0,01 %
Brometo de Etideo
Solucao estoque: 10 mg/mL em agua destilada. Concentracao final de uso:
0,5 pug/mL.

3.2 METODOS

Reacdo em cadeia da polimerase
Para clonagem e andlise por PCR em tempo Real, oligonucleotideos
especificos foram desenhados e sintetizados para a amplificacdo do gene da
subunidade do complexo coesina (gene TcSCCl) e genes das proteinas
centrinas. Com a utilizacdo desses oligonucleotideos foram realizados
experimentos de PCR com DNA gen6mico de T. cruzi. O tamanho e o numero de

cada oligonucleotideo se encontra na Tabela 2.
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Tabela 2. Oligonucleotideos com sitio de restricao para clonagem, utilizados para a amplificacdo
de genes especificos de T. cruzi.

Gene Primers Sequéncia do oligonucleotideo (5°-3’) Tam = | Tm=
TcSCC1 PR526 CGGCTCGAGATGTTCTTCTCTACGTATGTCTTG | 33 62
PR472 CGGGGATCCAGATGTGAGCATGAGACCTTC 30 60
TcCEN1 PR533 CGGCTCGAGATGTCGACAACACGCGCTG 28 60
PR534 CACGGTACCGTAATCCTCATCCTCTAG 27 60
TcCEN2 PR553 CGGCTCGAGATGAGTCACACCGCGAAGC 28 60
PR554 CGGGGATCCGTAYAGCGATGTCTTTTTCATCA 32 60
TcCENS3 PR557 CACGGTACCATGGGCAACAACGACTTTTTG 30 60
PR558 CGGGGATCCTTTTTCTTTGTGTGGCAGCAG 30 60
TcCEN4 PR537 CGGCTCGAGATGGCGGCTCTTACTGACG 28 60
PR538 CGGGGATCCCTTTCCKCGCATCTGCA 26 60
TcCENS PR561 CGGCTCGAGATGGAGTCAATTAAGGCCAAG 30 60
PR562 CGGGGATCCATATACATGAGCTCGGCCCAT 30 60

Obs: sitios de restrigio CTCGAG — Xhol; GGATCC — BamHI; GGTACC — Kpnl; GGATTC — EcoRlI.

Para a amplificagéo o sistema de PCR foi realizado com o volume final de 30
Ml constituido por 10 ng de DNA, 1,5 mM de MgCl,, 0,1 uM de dNTPs, 10 pmol de
cada primer e 2 U da enzima Platinum Taq polimerase (Invitrogen). As amostras
foram amplificadas em um termociclador (BioRad). A temperatura de anelamento
foi calculada de acordo com as temperaturas correspondente dos
oligonucleotideos utilizados para amplificacdo como descrito na Tabela 2.

Os parametros de amplificacdo adotados para o gene TcSCC1 e TcCENs

estdo descritos abaixo na Tabela 3 e 4.

Tabela 3. ParAmetros de amplificacdo adotados para o gene TcSCC1.

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacao inicial 94°C 1 min 1x
Desnaturacao 94°C 30s
Anelamento 62°C 30s 35x
Extensao 72°C 60 s
Extensao final 72°C 1 min 1x

Tabela 4. Os parametros de amplificacdo adotados para o gene TcCENS.

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacao inicial 94°C 1 min 1x
Desnaturacdo 94°C 30s
Anelamento 58°C 30s 35x
Extensdo 72°C 30s
Extenséo final 72°C 1 min 1x

Os produtos amplificados do gene TcSCC1 e TcCENs foram analisados

por eletroforese em gel de agarose a 0,8% e 2%, respectivamente, contendo
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brometo de etideo (0,22 pug/mL), e visualizados em sistema de fotodocumentador
BioRad Universal Hood Il (BioRad). Os tamanhos esperados sao: para o gene
TcSCC1 - 1.700 pb, TcCEN1 — 546 pb, TcCEN2 — 570 pb, TcCEN3 - 501 pb,
TcCEN4 - 450 pb e TcCENS - 561pb como mostrado na Figura 10.

BamHI 1,7kb Xhol
TeSCC1 I
Kpnl 0,55 kb Xhol
TcCEN1 I
BamHI 0,57 kb Xhol
TcCEN2 [
Kpnl 0,501 kb BamHI
TcCEN3 I
BamHI 0,45kb  Xhol
TcCEN4 I
BamHI 0,56 kb Xhol
TcCENS (]

Figura 10. Mapa fisico e tamanho esperado dos genes de T. cruzi.

Ligacdo dos genes no vetor pPREGFP
Todas as reacoes de ligagao foram feitas em um volume final de 10 uyl com

adicdo de 1 U da enzima T4 DNA Ligase (Promega) e incubadas a 16°C por 18 h.
A metade desse sistema foi utilizada para a transformacdo de células
competentes de E. coli DH5a. A proporgéo vetor/inserto foi calculada de acordo
com a férmula descrita em Promega Protocols & Applications Guide (1991), tendo
como base a adicdo de 50 ng do vetor ao sistema de reacdo. A relagcéo
vetor/inserto foi sempre de 1:3.

Preparo de células competentes de Escherichia coli (Inoue et al., 1990)
Células DH5a estocadas a -80°C foram descongeladas, estriadas em meio

de cultura LB agar e incubadas por 18 h a 37°C. Apés crescimento, foram
coletadas 6 colbnias de 2-3 mm de diametro e inoculadas em 100 mL de meio
SOB sob agitacdo de 220 rpm, a 30°C, até atingir 0,6 de OD a 600 nm. Em
seguida, a cultura foi resfriada em banho de gelo por 10 min e centrifugada a
2.500 g a 4°C durante 10 min. O sedimento de células foi ressuspendido em 32 ml

de TB gelado e incubado no gelo por 10 min. Foi realizada uma nova
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centrifugacéo a 2.500 g, por 10 min a 4°C e o sedimento obtido foi ressuspendido
em 8 mL de tampdo TB. Finalmente, adicionou-se lentamente DMSO,
homogeneizando e diluindo para uma concentracéo final de 7%, incubou-se no
gelo por 10 min, distribuiu-se 200 yL da suspensao de células em tubos de 1,5
mL, os quais foram resfriados imediatamente em nitrogénio liquido e

armazenados a — 80°C.

Transformacao de bactérias por choque térmico
Tubos contendo 200 uL de células competentes foram descongelados em

banho e a eles foram adicionados 50-100 ng do plasmideo desejado. As células
foram incubadas em gelo por 1 h, depois submetidas ao choque térmico por 30 s
a 42°C e rapidamente transferidas para o banho de gelo por 1 a 2 min. Em cada
tubo foi adicionado 0,8 mL de meio SOC e incubado a 37°C por 1 h. Apés este
periodo, as células foram semeadas em placas de LB agar contendo o antibiético

de selecéo adequado (no caso a ampicilina) e incubadas a 37°C por 14-18 h.

Extracdo de DNA plasmidial de E. coli (Birnboim; Doly, 1979)
Para extracdo de DNA plasmidial, clones foram selecionados e inoculados em

3 mL de meio 2YT contendo o antibidtico de selec¢do e incubados sob agitacdo a
220 rpm a 37°C por 18 h. Para a extracdo de DNA plasmidial (minipreparagéo)
foram utilizados 2 mL da cultura por meio do método de lise alcalina (BIRNBOIM;
DOLY,1979; SAMBROOK et. al. 1989) e ao final foram os plasmideos purificados

foram ressuspendidos em 40 pl de agua milliQ esterilizada.

Confirmacao do perfil de restricdo com as enzimas adequadas.

Para a digestdo foram usados 2 ul da minipreparacdo e enzimas de restricao
adequadas para cada clonagem. As enzimas utilizadas foram adquiridas das
empresas Promega e New England Biolabs. O procedimento adotado foi indicado
pelo fabricante.

Purificacdo dos fragmentos de DNA de gel de agarose
Para a clonagem, tanto os fragmentos quanto os vetores foram digeridos e

posteriormente fracionados em gel de agarose preparados com tampao TEB 0,5x.
As bandas de interesse foram excisadas do gel, colocadas em tubos de 1,5 mL e
o DNA purificado utilizando-se o kit GFX PCR DNA & & Gel Band Purification Kit

(GE Healthcare), seguindo protocolo do fabricante.
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Clonagem dos genes TcSCC1 e TcCENSs 2, 4, 5 no vetor para T. cruzi
Para a ligacdo foram feitas as quantificacbes do vetor e dos genes eluidos:

vetor pRTEGFP 12 ng/ul,TcSCC1 5 ng/ul, TcCEN2 10 ng/pl, TcCEN4 6,5 ng/ul,
TcCEN5 10,8 ng/ul. A proporcdo vetor/inserto foi calculada de acordo com a
férmula descrita em Promega Protocols & Applications Guide (1991), tendo como
base a adicdo de 50 ng do vetor ao sistema de reacdo, TcSCC1 48 ng, TcCEN2
16 ng, TcCEN4 13 ng e TcCENS5 16 ng. As proporc¢des usadas foram 3 para 1.

Preparo de plasmideos para transfec¢cdo em T. cruzi pelo método SS-LIS
Para extracdo de DNA plasmidial, clones foram selecionados e inoculados

em 200 mL de meio 2YT contendo o antibiético de selecdo ampicilina e incubados
sob agitacdo de 220 rpm a 37°C por 18 h. Para a extracdo de DNA plasmidial
(MaxPrep), clones em fase estacionaria foram centrifugados a 5.000 g por 10 min.
O sedimento foi ressuspendido em PBS 1x e transferido para tubos de
centrifugacdo de 30 mL. A suspenséao foi centrifugada a 5.000 g por 10 min. O
sedimento foi ressuspendido em 5 mL de solugdo | sob agitacdo vigorosa em
vortex. Foram adicionados 10 mL de solucéo I, com agitacdo suave por inversao
do tubo incubou a temperatura ambiente por 10 min. Adicionou-se 7,5 mL de
solucéo Il e misturou suavemente por inversao do tubo, incubou-se no gelo por
10 min. Centrifugou-se a 12.000 g por 10 min & temperatura ambiente. Transferiu-
se 0 sobrenadante para um tubo de centrifugagcédo. Adicionou ao sobrenadante
igual volume de isopropanol deixando-o a temperatura ambiente por 10 min.
Centrifugou-se a 12.000 g por 10 min a 4°C. Secou-se o0 sedimento e
ressuspendeu-se em 3 mL de TE e adicionando RNAse incubando por 30 min a
37°C. Adicionou-se 0,1 M de NaCl e 1,5 % de SDS e agitou-se vigorosamente por
alguns segundos no vortex. Extraiu-se uma vez com fenol equilibrado, uma vez
com fenol-cloroférmio e uma vez com clorofil. Adicionou-se 0,3 M de NaCl e
adicionou 2,5 V de etanol 100 % e deixou-se precipitar por 30 min no gelo. Houve
a coleta do sedimento através de centrifugagdo a 12.000 g por 15 min a 4°C. O
sedimento foi lavado uma vez com 10 mL de etanol 70% a -20°C, centrifugando a
12.000 g por 5 min, seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 150 uL de

agua ultra pura.
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Sequenciamento de DNA plasmidial
Foi utilizado o sequenciador ABI 3130xl da Applied Biosystems no servigo

de sequenciamento da Universidade Catdlica de Brasilia. As amostras de DNA
produto de minipreparacdo de plasmideos com qualidade e quantidade suficientes
para garantir boas sequéncias ressuspensos em agua Milli-Q. As amostras foram
purificadas (kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System, Promega) e
quantificadas (Nanodrop Lite Spectrophotometer Thermo Scientific) antes da
reacao de sequenciamento. Primers especificos foram enviados ja misturados as
amostras em uma quantidade final de 3,2 pmol por reacdo, observando o volume
méaximo de primer + DNA igual a 7,0 pL. A reacdo de sequenciamento foi feita
usando somente um dos primers (F ou R) por vez. A temperatura de anelamento

usada para a reacao de sequenciamento foi 60°C.

Transfeccao de formas epimastigotas de T. cruzi
Epimastigotas na fase exponencial de crescimento foram lavadas 2 vezes

com tampao PBS 1X e em seguida ressuspendidas para uma concentracao final
de 10® células/mL em tampéo de eletroporagéo (TpET) (120 mM KCl, 0,15 mM
CaCly, 10 mM K;HPOy4, 25 mM Hepes, 2mM EDTA pH 7,6 e 5 mM MgCl,) a 4°C.
Aliguotas de 0,4 mL desta suspensdo de células foram misturadas a 50 ug de
cada plasmideo e colocados em cubetas de eletroporacédo por 10 min em gelo. Os
plasmideos a serem utilizados foram os vetores de expressdo pRTEGFPTcSCC1
e pRTGFPTcCENs, que apresentam os genes da TcSCC1l e das centrinas
fusionados com a proteina verde fluorescente (EGFP), respectivamente. Os
parasitos foram eletroporados utilizando 0,3 kV e capacitancia de 500 pF,
aplicando 2 pulsos, com intervalos de 30 segundos entre eles. Apés a
eletroporagéo, o meio contido nas cuvetas foi transferido para garrafas de cultura
estéreis contendo 5 mL de meio LIT suplementado com 10% SFB (soro fetal

bovino) e incubado a 28 °C.

Western Blotting
Extrato total de T. cruzi das formas epimastigotas foi obtido ap6s a lavagem

da células trés vezes com PBS 1X e ressuspensao final direta em tampao de
amostra de SDS-PAGE. As proteinas foram submetidas a elefroforese SDS-

PAGE e transferidas para membranas de nitrocelulose (GE Healthcare Life
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Sciences). A membrana foi bloqueada por 1 h em PBST (PBS + 0,05% Tween 20)
contendo 5% de leite desnatado. A membrana foi entdo incubada por 1h com o
anticorpo policlonal anti-GFP produzido em coelho (Life Technologies). Em
seguida a membrana foi incubada com o segundo anticorpo, IgG de coelho
conjugados com peroxidase (Invitrogen). O western blot foi revelado com a reacéo
de deteccédo ECL da Western (GE Healthcare).

Microscopia Confocal

Laminas com parasitos expressando TcSCC1 fusionada a EGFP ou
Centrinas 2, 4 e 5 fusionadas a EGFP foram utilizadas para captacao de imagens
em microscopio confocal (Leica TCS SP5 Confocal Laser Scanning Microscope) e
microscopio de fluorescéncia (Eclipse-Ti-E Microscope). Para isto as amostras
foram lavadas 5 vezes em PBS e fixadas com paraformaldeido 4%. Em seguida,
as células foram lavadas trés vezes e adicionado em uma laminas de vidro 10 pL

de células a uma concentracdo de 10’ células/mL.

Preparo daresina
A resina de troca ibnica DE-52 celulose (Whatman) foi hidratada em agua

destilada até a sua uniformizacédo e esterilizada em autoclave por 20 min a 120°C.
Apoés a esterilizagdo, a resina foi adicionada a uma seringa e empacotada em
uma seringa de plastico de 10 mL e em seguida equilibrada com tampao PSG 1X
(tem 4.5.4). Para a purificagdo das formas tripomastigotas metaciclicas foi
utilizada uma proporcédo de 7,5 mL de resina para 50 mL de cultura de T. cruzi

com aproximadamente 6 x 10’ células/mL.

Purificacdo das culturas de tripomastigotas metaciclicos em coluna de
trocaibnica para extracdo de mRNA total das formas tripomastigota

As culturas da cepa Y de T. cruzi contendo aproximadamente 30 a 60% de
tripomastigotas foram centrifugadas a 6.000 g (Rotor R14A 29, Hitachi) por 10 min
e ressuspendidas em tampao PSG 1X (item 1.5.1) (LANHAM, 1968; LANHAM,;
GODFREY, 1970; SOUZA, 1983). A suspensao de células foi aplicada em uma
coluna de DE-52 celulose de troca ibnica (Whatman), preparada como descrito no

item 4.5.4 e previamente equilibrada no mesmo tamp&o. As células foram
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concentradas por centrifugacdo em microcentrifuga a 3000 rpm por 2 min w em

seguida foram ressuspendidas e lavadas 2 vezes em PBS 1x.

Extragcbes de RNA total de T. cruzi e RT-gPCR
O RNA total das células foi extraido com TRIzol® (Invitrogen) segundo as

especificacdes do fabricante. Para cada mL de TRIzol® (volume para extragao de
RNA de 1,0 x 10" células) adiciona-se 200 pL de cloroférmio & amostra
homogeneizando-a vigorosamente. Apos 3 min de incubacdo a temperatura
ambiente, a amostra foi centrifugada (12.000 g/15 min/4°C) e a fase aquosa
resultante foi transferida para um tubo novo. Adiciona-se 500 pL de isopropanol e
apos 10 min de incubacdo a temperatura ambiente a amostra foi novamente
centrifugada (12.000 @g/10 min/ 4°C). O sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi lavado em etanol 75% gelado (7.500 g/5 min/4°C). Em seguida, 0
sedimento foi deixado secando por 15 min a temperatura ambiente e 0 mesmo
entdo foi ressuspendido em 100 uL de agua ultrapura livre de nucleases. A
concentracdo e a qualidade dos RNAs isolados foram determinadas por
espectrofotometria (NanoDrop — Thermo Scientific) a uma absorbancia a 280 nm
e por eletroforese em gel de agarose a 1,2%. Os RNAs foram armazenados a -
80°C até o uso.

A sintese dos cDNAs utilizados nas andlises por RT-gPCR foi feita a partir
de 2 pg de RNA total previamente tratados com a enzima RQ1 DNase (Promega),
segundo as recomendacdes do fabricante. Apds o tratamento com DNAse, 0s
RNAs (2 pg) foram retrotranscritos usando o kit High Capacity Reverse
Transcription (Life Technologies) em um volume final de 20 pL de acordo com o
protocolo do fabricante.

Os sistemas de RT-gPCR (volume final de 10 pL) foram compostos por 1X
Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), 0,25 uM de cada um dos
oligonucleotideos iniciadores e 4 puL de cDNA previamente diluido 1:10 em agua
ultrapura (Ambion). As reacbes de PCR foram realizadas no termociclador
StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems), os dados analisados
no programa SDS 2.3 (Applied Biosystems) e os graficos plotados no programa
Excel 2010 (Microsoft). Para todos os pares de primers foram feitas curvas de

eficiéncia por meio de diluicoes seriadas do cDNA e todos atingiram valores entre
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95-105% de eficiéncia. Além disso, foi avaliada a especificidade do amplicon

gerado nas reagbes de PCR por curvas de desnaturacdo. As amostras foram

aplicadas em

triplicata técnica e trés experimentos foram conduzidos

independentemente. Como normalizador experimental foram utilizadas as médias

geométricas referentes as expressdes do gene GAPDH e do gene ribossomal a

24S. Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo de genes especificos de T.

cruzi e para a avaliacdo da expressao de mRNA por PCR em tempo real (Tabela

5).

Tabela 5. Primers utilizados para PCR em tempo Real.

Gene Primers Sequéncia do oligonucleotideo(5’-3’) pb= Tm=
TcSCC1 | PR404 TCTGTGGGCTTTTGTGGATGC 21 64
PR405 CAGAGGCCTCAGCTTGTTCA 20 62
TcCEN1 | PR535 AATTCGTGAGGCGTTTGAGCT 21 60
PR536 CTGCATCATCCGTAGCACCT 20 60
TcCEN2 | PR555 GAGATGCTGAGGGCGTTTC 19 60
PR556 GCGTCTGTCATGTTCTCGC 19 60
TcCEN3 | PR559 ATTACCCTTGAAGACCTGAAG 21 60
PR560 CATGGTCGAGAACGTCAGC 19 60
TcCEN4 | PR539 GGAGCGTATGATCCGCACAA 20 60
PR540 AGTATCTCCTCCGGTGAGTG 20 60
TcCENS | PR563 CTTGCGAAGATGATGCAGCG 20 60
PR564 CAATAGGACGAAGATCATCTAC 22 60
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4. Estratégia Experimental

Cultura de Trypanosoma cruzi — formas epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas

Amplificagio e clonagem dos genes TeSCCI,
TcCenl, TeCenZ, TeCen3, TcCend e TeCen5s

Analise gquantitativa por gPCR da expressdo dos genes
TcSCC1, TeCenl, TcCen2, TeCen3, TcCend e TcCen5 nas
trés formas

Citolocalizagio das proteinas fusionadas
com EGFP nas formas epimastigotas

Figura 11. Estratégia experimental geral utilizada neste trabalho.
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Cultura das formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi

Extracdo de DNA gendmico

Amplificacdo por PCR dos genes TcSCC1, TeCenl, TeCen2,
TcCen3, TeCend e TcCens

Clonagem dos genes amplificados no vetor pGEM-T Easy

Subclonagem dos genes no vetor pRTEGFP

Transfecgdo transiente de formas epimastigotas

Microscopia de
fluorescéncia

Western blot

Figura 12. Estratégia experimental para a analise de citolocalizacdo das proteinas TcSCC1,
TcCen2, TcCen4 e TcCenb fusionadas com EGFP nas formas epimastigotas.
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Cultura das formas epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma
cruzi

Extracdo de RNA total

Transcrig@o reversa

PCR em tempo real para quantificar os niveis
de mRNA dos genes TcSCC1e TcCEN1a 5

Analise da expressao relativa dos genes nas
trés formas

Figura 13. Estratégia experimental para a analise de expresséo no nivel de mRNA dos genes

para as proteinas TcSCC1 e TcCenl ab.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Amplificacdo por PCR dos genes (TcSCC1, TcCenl, TcCen2, TcCen3,
TcCen4 e TcCen5) do DNA genbmico de T. cruzi

Para a analise de citolocalizacdo dos genes (TcSCC1, TcCenl, TcCen2,
TcCen3, TcCend e TcCenb5) foram desenhados oligonucleotideos utilizados na
amplificacdo desses genes, com base na sequéncia da ORFs (open reading
frame) e tiveram sitios de restricdo para as enzimas BamHI/Xhol para os genes
(TcSCC1, TcCen2, TcCend e TcCenb), Xhol/Kpnl (TcCenl) e BamHI/Kpnl
(TcCen3) incorporados preservando seus codons originais de iniciacdo e
terminacdo. Estes sitios de restricdo nos primers foram inseridos de forma a
permitir a subclonagem dos genes no vetor pPRTEGFP construido para T. cruzi. A
temperatura de anelamento que depende do tamanho e composicao de bases de
cada par de primers (5’ e 3’) mostrados na Tabela 4, foi calculada teoricamente
para garantirmos que estes apresentassem temperaturas de anelamento
proximas. Se a temperatura de anelamento for muito baixa, os primers podem
anelar em alvos similares e amplificar produtos ndo especificos. Se temperatura
anelamento for alto demais, a probabilidade do anelamento diminui e a
guantidade de produto também. O desenho dos primers foi feito evitando a
complementaridade de bases, pois isso pode formar dimeros de primers, e
estruturas secundarias como grampos. A amplificacdo de genes especificos do
DNA gendmico da cepa CL Brener de T. cruzi das formas epimastigotas foi
devidamente analisada e quantificada em gel de agarose. A Figura ilustra o
resultado desta amplificacdo a qual gerou os produtos com pares de bases
correspondentes ao tamanho tedrico dos genes em estudo e resultou em

quantidades suficientes para procedermos a clonagem posterior.
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12 3 4 5> 6 78 9 10 121 22 1313

3000pb >
1650pb >

500pb >

100pb >

Figura 14. Anélise do PCR a partir do DNA gendmico de T. cruzi. Eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio. Pogo 1: marcador molecular 1 kb plus ladder, pogo 2:
TcSCC1 com amplicon de 1.700 pb, pogo 3: controle negativo, pogo 4 com TcCenl com amplicon
de 546 pb, poco 5: controle negativo, poco 6: TcCen2 com amplicon de 570 pb, pogo 7: controle
negativo, poco 8: TcCen3: com amplicon de 501 pb, pogo 9: controle negativo, po¢co 10: TcCen4
com amplicon de 450 pb, poco 11: controle negativo, poco 12: TcCen5 com amplicon de 561 pb e
poco 12: controle negativo.

A concentragao obtida para estes produtos variou de 0,5 a 1 ug/ul. O vetor
usado para a ligacédo dos produtos de PCR foi o pGEM-T Easy (Figura 15). Este
vetor € muito conveniente para ligar os produtos de PCR, pois a Tag DNA
polimerase deixa nos produtos uma base A que faz anelamento com a base T no
vetor pGEM-T Easy. Esse vetor tem outras vantagens, como a de facilitar a
selecéo dos clones positivos, tendo 3.018 pb e contendo duas marcas de selegcéo
ao longo de sua sequéncia: um gene que confere resisténcia ao antibiotico
ampicilina e outro gene que codifica para a proteina (B-galactosidase localizado
apos a regido de sitios multiplos de clonagem. O X-gal € um anéalogo de lactose e,
portanto, pode ser hidrolisado pela enzima [(B-galactosidase, que cliva a ligacao
glicosidica em B-D-lactose. O X-gal, quando clivado pela 3-galactosidase, produz
um produto intensamente azul. Portanto, esse é um teste eficiente para saber se

h& a presencga de B-galactosidase ativa.
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Figura 15. Vetor pGEM-T Easy e cultura de E. coli transformada. Clones azuis mostra que
houve apenas o fechamento do vetor. Clones brancos mostra que houve a inser¢cao do gene no
vetor.

5.2 Andlise de Restricao

O pGEM-T Easy possui dois sitios de restricdo para a enzima EcoRI
flanqueando o sitio de ligacdo da insercdo. Os DNAs plasmidiais dos clones
positivos, extraidos através dos métodos de lise alcalina (BIMBOIN; DOLY,1979;
SAMBROOK et. al. 1989), foram considerados utilizados para as analises de
restricdo. Durante os experimentos de analise de restricdo foi observado que a
construcdo pGEM-T EasyTcSCCL1 estava liberando dois fragmentos, um com 844
pb e outro com 846 pb (Figura 16). A fim de descobrir qual enzima tem sitio
interno no gene TcSCC1, foi feita primeiramente uma analise in silico mostrado
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em vermelho na sequéncia génica da Figura 16 e dupla digestdo com EcoRI e
BamHI confirmando o sitio BamHI mostrado no gel da Figura 16C.

xhor Ecol”
{s]
— TcSCCL (1,7 kb) B — TeSCC1 (1,7 kb)
BamHI BamHI
PR472 BamHI PR472
Xhol 0,844 kb 0,856 kb EcoRl 0,914kb BamHI 0,786 kb

BamHI

C D

>gi[71665895]refiXM_814820.1] Trypanosoma cruzi strain CL Brener double-
strand-bresk ) rad21 homolog partial

CTGOGOGTTGCACCACT TCOGECGAAGTCTGTGTCTTOGCOGTCOGTTGCC
AATAAGAATAACAACAATGAACCAGAT GGAAOGGGOGCCATGGCAATGTTG 2000pb =
GATGGEGTGTIGATCAGOGGCAATGGTGACAT TGAGGCGGTGACAT TTGAT
TGGAGTGGCAGOGCTGCAGCTGAGGOGGTAGOGACGEGGAANAGTGACG 1500pb >

ATAATAAT AACGAT GCCTCTGOGT TCCTGGCTTOCGCATGGTACGOGTTGGA 1000pb >

CGOCGCCACAACCGTGTCAGEEGAGAOGG TGCAAOGGTGGATGGATGATC 250pb >

GATT
GGAGGTGGCCACTOGTGAATACTGT TTCTTGCATGAOGT TTGTOGTGGCATG
CGTOGTOGT oC

Figura 16. Andlise do sitio de restricAo EcoRI interno no gene TcSCC1l. A- Esquema
mostrando que o gene contém um sitio de restricdo interno. B- Esquema confirmando que o sitio
interno no gene é para enzima de restricdo BamHI. C- Analise da sequéncia do gene para
confirmar o sitio de restricdo BamHI, em vermelho. D- perfil da digestédo dupla do produto de PCR
com as enzimas EcoRI/BamHI é mostrado no gel de agarose a 0,8% liberando fragmento do
tamanho mostrado em A e B.

A analise de restricdo empregando as enzimas BamHI/Xhol (Figura 17A e
17C) realizada a fim de confirmar a presenca do inserto nos clones selecionados
e dos sitios de restricdo adicionados nos oligonucleotideos. Para mostrar o perfil
de restricdo para os genes TcCEN1 e TcCEN3, foram feitas digestdes simples
com a enzima EcoRI, BamHI, Kpnl, Xhol e digestdes duplas com as enzimas de
clonagem BamHI/Kpnl e Xhol/Kpnl (Figura 17B).
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Figura 17. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio para conferir
o perfil de restricdo dos fragmentos amplificados e clonados no pGEM-T Easy. A-Digestao
dos clones TcCEN4, TcCEN2 e TcCEN5 com BX= BamHI/Xhol, I= intacto B- M=100pb marcador
molecular, | - vetor intacto, E=EcoRI, K=Kpnl, X=Xhol. K=Kpnl e BamHI. C- digestdo com as
enzimas de clonagem, M= marcador molecular 100 bp, X/B=Xhol/BamH]I liberando fragmento de
acordo com o esperado tedrico.

5.3 Subclonagem dos genes TcCEN2, TcCEN4, TcCEN5 e TcSCC1 no vetor
pPRTEGFP

A fim de clonar os genes no vetor de expressédo em T. cruzi e sublocalizar
as proteinas, foram feitas digestdes com as enzimas de restricdo especificas para
cada gene. Em seguida, os fragmentos contendo os genes de interesse foram
eluidos a partir de um gel de agarose e como mostrado na Figura 18
corresponderam ao tamanho esperado com uma concentragdo suficiente para
prosseguir com subclonagem no vetor pPRTEGFP. A Figura 18A mostra o tamanho
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esperado para o gene TcCEN4 de 450 pb. O vetor pRTEGFP (Figura 19) intacto e
digerido com BamHI/Xhol estd mostrado na Figura 18B com o tamanho esperado
de 5.238 bp. Os genes TcSCC1 e TcCEN2 mostrado na Figura 18C apresentaram
o padrdo de tamanho esperado 1.700 bp e 570 bp, respectivamente. Os genes
TcCEN1 e TcCEN3 mostrados na Figura 18D também apresentaram o tamanho
esperado de 570 bp e 501 bp, respectivamente, assim como o gene TcCEN5 na

Figura 18E com tamanho de 561 bp.

e

? \?
g 1 >
C A yy~°°$

500pb 1700pb >, <£-2000pb

<-1500pb

«-5238pb
<-750pb
<&-500pb

100pb

< 250pb

570pb

E '\009“ d‘eﬁ

<L

800pb
600pb 501ph

D00 > <— 561pb

’[‘ 100pb >
570pb

Figura 18. Andlise dos fragmentos eluidos contendo os genes TcCENS e TcSCC1 e o vetor
pRTEGFP. A- gel de agarose em uma concentracéo de 2 % para analisar 12 ng do gene TcCEN4
B- gel de agarose a uma concentracdo de 0,8% para conferir 24 ng de pRTEGFP intacto e
digerido. C- gel de agarose a uma concentracdo de 0,8% para analisar 10 ng do gene
TcSCC1/2/a, 24 ng do gene TcCENZ2. D- gel de agarose a uma concentragao de 2% para analisar
20 ng do gene TcCEN1 e 30 ng do gene TcCENS3. E- gel de agarose a uma concentracdo de 2%
para analisar 24 ng do gene TcCENSb.
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Figura 19. Mapa fisico do vetor pRTEGFP. As setas indicam a direcdo de expresséo dos genes,
os sitios multiplos de clonagem no N-terminal da EGFP, e mostra a localizacdo do gene que
confere resisténcia ampicilina. E a regido da rRNA promoter.

5.4 Perfil de restricdo dos genes inseridos no vetor pRTEGFP

Os fragmentos de DNA que codificam para as proteinas TcSCC1, TcCENZ2,
TcCEN4 e TcCEN5 foram subclonados no vetor pRTEGFP (Figura 18). Estas
novas construcbes denominadas pRTEGFPTcSCC1l, pRTEGFPTcCEN2,
PRTEGFPTCcCEN4 e pRTEGFPTcCENS foram obtidas para expressar as
proteinas de interesse fusionadas com a EGFP em T. cruzi. Os plasmideos
recombinantes recém-construidos foram selecionados por analise de PCR (dados
nao mostrados) e perfil de digestdo plasmidial com enzimas de restricdo, ja que o
vetor pRTEGFP nado apresenta genes que as tornem com coloragao diferenciada.
A Figura 20 ilustra perfil de restricdo dos plasmideos. Observa-se pela analise de
restricdo do gene TcCEN4 mostrada na Figura 20A, que o mesmo foi liberado
pela digestdo dupla com as enzimas BamHI e Xhol. O vetor pPRTEGFP possui em

sua sequéncia sitio para EcoRl na regido 3' UTR ap0s o gene de EGFP. Somando
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os fragmentos da construcdo pRTEGFPTcCEN4 (450 pb do gene TcCen4 + 720
pb do gene EGFP + 655 pb da regido 3’'UTR = 1.825 pb), a dupla digestdo EcoRI
e Xhol libera um fragmento de 1.825 pb (Figura 20A). Somando os fragmentos da
construcdo pPRTEGFPTcCENS (561 pb do gene TcCENS + 720 pb do gene EGFP
+ 655 pb 3'UTR = 1.932 pb) a dupla digestdo EcoRI e Xhol libera um fragmento
de 1.932 pb (Figura 20A). Entretanto, para o gene TcCEN5 ouve a perda dos
sitios de restricdo para BamHI (Figura 20A, ultimo poco). A Figura 21 mostra o
perfil de plasmideo dos clones selecionados apés a obtencdo dos mesmos por
uma preparacdo em larga escala de cultura celular (maxipreparacdo de
plasmideos). Esses plasmideos foram analisados em gel de agarose e depois

guantificados para os experimentos de transfeccao.

1825pb  450pb  1932pb 561
<
PRTEGFPTCSCC1/2a \:‘&6"
’OO‘XP
C XE XB | AF
3863pb —
o <—3000pb
3075p
2000pb
1500pb
<-1000pb
<—500pb
«-250pb
N

1700pb
Figura 20. Perfil de restricdo dos fragmentos génicos clonados no vetor pRTEGFP. A-
Marcador molecular 100 base pair ladder, Pharmacia, digestdo dos clones TcCEN4 e TcCEN5
com BX= BamHI/Xhol e XE= Xhol/EcoRI. B-Marcador molecular 100 base pair ladder, Pharmacia, |
= vetor intacto, vetor digerido com BX= BamHI/Xhol. C- Digestédo da constru¢cdo pRTEGFPTcSCC1
com XB=Xhol/BamHI e XE = Xhol/EcoRI marcador molecular 1kb DNA Ladder.
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Figura 21. Analise da maxipreparacdo de plasmideos obtida pelo Protocolo SS-LIS. Gel de
agarose a uma concentracédo de 0,8% dos perfis dos plasmideos recombinantes. pRTEGFP vazio
com 5.238 pb. pRTEGFPTcCEN4 com 5.688 pb, pRTEGFPTcCEN5 com 5.799 pb e
PRTEGFPTcCEN2 com 5.808 bp e pPRTEGFPTcSCC1 com 6.938 pb.

5.5 Sequenciamento dos genes inseridos (PRTEGFPTcSCC1,
PRTEGFPTcCEN2, pRTEGFPTcCEN4 e pRTEGFPTCcCENS5) e andlises de
bioinformatica

Desde a década de 70, o método descrito por Sanger é o mais utilizado
para analise de sequéncias de DNA sendo conhecido também como método da
terminacdo da cadeia. Atualmente, com o desenvolvimento das técnicas de
sequenciamento automatico, um aparelho de sequenciamento é capaz de
sequenciar meio milhdo de pares de bases por dia (LEWIN, 1997; STRYER,
1988). O sequenciamento de DNA é um método de analise dos clones positivos
gue se faz necessério para se obter a sequéncia completa, ou pelo menos, uma
porcdo do gene alvo. Sua estratégia envolve a PCR consistindo na capacidade da
DNA polimerase em adicionar um nucleotideo na extremidade de alongamento de
um oligonucleotideo copiando uma fita de DNA molde. Os DNAs plasmidiais dos 4
provaveis clones positivos (PRTEGFPTcSCCL1, PRTEGFPTcCEN2,
PRTEGFPTcCEN4 e pRTEGFPTCcCENS), extraidos através dos métodos de lise
alcalina e pelo kit Wizard Miniprep® (Promega), foram inicialmente considerados
de boa qualidade e adequados para as analises de sequenciamento.

As sequéncias nucleotidicas resultantes do sequenciamento foram
submetidas a um processo de busca por similaridade no banco de dados, através

de servidores de busca disponiveis na rede. O principal programa utilizado foi o
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software publico nBLAST onde os resultados mostraram similaridade de
sequéncia com genes depositados no banco de dados. A Tabela 6 mostra o valor
de identidade e cobertura (query cover) do sequenciamento de cada gene em
relacdo ao primeiro hit da cepa CL Brener. Esse sequenciamento acaba
confirmando a presenga da regiao alvo desejada. De modo geral os clones
sequenciados apresentaram pequenas variacdes entre si, que podem ser
atribuidos a erros de leitura ou mesmo a erros gerados durante a marcacao para
0 sequenciamento. No entanto, o0s plasmideos pRTEGFPTcSCC1,
PRTEGFPTCcCEN2, pRTEGFPTcCEN4 e pRTEGFPTcCENS5 sequenciados
apresentaram os genes de interesse inseridos na orientagao e com fase de leitura
corretas dentro do vetor pRTEGFP garantindo assim a integridade destes clones
e a leitura eficiente de todas as bases dos fragmentos na etapa de expressao
proteica. O sequenciador usado € limitado a sequenciar entre 600 a 800 pb. Para
o sequenciamento do gene TcSCC1 que é formado por 1.700 pb, foram usados

os primers 5’ e 3’ (Figura 22 e 23), para testar o grau de identidade.

Tabela 6. Valor de Identidade e cobertura (query cover) do sequenciamento de cada gene
em relac&o ao primeiro hit da cepa CL Brener a partir do nBLAST.

Construcdes Identi(%) | Cobertura(%) | Cepa Genes
PRTEGFPTcSCC1 | 97 98 CL Brener TcSCC1
98 99 CL Brener TcSCC1
PRTEGFPTCcCEN2 | 99 72 CL Brener TcCEN2
PRTEGFPTCcCEN4 | 99 55 CL Brener TcCEN4
PpRTEGFPTCcCENS | 99 74 CL Brener TcCENS
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Figura 22. Sequéncia obtida do plasmideo pRTEGFPTcSCC1 com o primer 5 PR526. As
bases Query correspondem a ORF que codifica para proteina TcSCC1 clonada no vetor. As bases

subject sao correspondentes as sequéncias dos genes presentes nos bancos de dados.
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Figura 23. Sequéncia obtida do plasmideo pRTEGFPTcSCC1 com o primer 3’ PR472. As
bases Query correspondem a ORF que codifica para a proteina TcSCC1 clonada no vetor. As
bases subject séo correspondentes as sequéncias dos genes presentes nos bancos de dados.

Para o sequenciamento dos genes TcCEN2, TcCEN4 e TcCEN5
formados por 570 pb, 450 pb e 561 pb, respectivamente, foi usado o primer que
anela dentro da sequéncia do gene EGFP, primer PR357. As Figuras 24, 25 e 26
mostram o nBLAST das constru¢des contra genoma de Trypanosoma cruzi cepa
CL Brener (taxid:353153). Na Tabela 6 mostra os valores de identidade e
cobertura (query cover) do sequenciamento de cada gene em relagcdo ao primeiro
hit da cepa CL Brener a partir do nBLAST.
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Figura 24. Sequéncia obtida do plasmideo pRTEGFPTcCEN2 com o primers 3’ PR357. As
bases Query correspondem a ORF que codifica para a proteina TcCEN2 clonada no vetor. As

bases subject séo correspondentes as sequéncias dos genes presentes nos bancos de dados.
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Figura 25. Sequéncia obtida do plasmideo pRTEGFPTcCen4 com o primers 3’ PR357. As
bases Query correspondem a ORF que codifica para a proteina TcCEN4 clonada no vetor. As

bases subject séo correspondentes as sequéncias dos genes presentes nos bancos de dados.
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Figura 26. Sequéncia obtida do plasmideo pRTEGFPTcCen5 com o primers 3’ PR357. As
bases Query correspondem a ORF que codifica para a proteina TcCEN5 clonada no vetor. As
bases subject sdo correspondentes as sequéncias dos genes presentes nos bancos de dados.

5.6 Western blot

Western blot é uma técnica para analisar a expressao e verificar os niveis
de proteinas e no entanto muitas vezes ndo é bem otimizada e depende muito do
anticorpo usado e de sua validacdo. Deste modo, para verificar a expressao da
EGFP com e sem fusdo foi usado um anticorpo anti-EGFP fornecido pela
empresa Invitrogen. Na figura 27 podemos verificar que houve um
reconhecimento deste anticorpo por proteinas de tripanossomatideos. Na Figura
27A com uma diluicho do anticorpo 1/2.000 nota-se o reconhecimento
inespecifico do anticorpo anti-GFP por proteinas do extrato total de Phytomonas

serpens (pocol e no poco 2) e ndo apresentou outras bandas detectadas nas
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outras amostras. Na Figura 27B, a mesma membrana foi submetida a outras
lavagens e incubada com uma nova diluicdo do anticorpo priméario 1/1000 como
determina o fabricante. Foi notado um grande reconhecimento de bandas
inespecificas tanto para o tripanossomatideo P. serpens e T. cruzi nado

transformado, sendo assim néo foi possivel saber se a proteina EGFP esta sendo

traduzida
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Figura 27. Western blotting para analisar a expresséo de proteinas de T. cruzi fusionada
com EGFP nos experimentos de transfeccéo transiente. A- Diluicdo 1/2000, nessa diluicdo o
anti-GFP reconhece com maior afinidade duas bandas de Phytomonas serpens um protozoario da
familia tripanossomatideos que infecta tomate. B- Em uma diluicao 1/1000. O anticorpo primario
reconheceu inespecificamente bandas nos extratos de T. cruzi.
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5.7 Microscopia de fluorescéncia

Para a analise de expressdo das proteinas fusionadas a EGFP, parasitos
no estagio epimastigotas foram transfectados com o0s plasmideos
PRTEGFPTcSCCL1, pRTEGFPTCcCEN2, pRTEGFPTcCEN4 e pRTEGFPTcCENS.
A GFP e seus derivados tém definido o uso da microscopia de fluorescéncia em
pesquisas nas areas biologicas (YUSTE, 2005). A maior vantagem da GFP é que
ela pode ser transmitida de uma geracao para outra, dependendo da forma como
ela é introduzida na célula, transiente ou estavel, permitindo o estudo continuado
de sua expressdo. A visualizagdo da GFP ndo € invasiva, requerendo apenas
iluminacdo com luz azul. A EGFP sozinha (Figura 28) ndo causa interferéncia nos
processos biolégicos, mas quando fusionada com proteinas de interesse, um
estudo cuidadoso do efeito que essa fusao pode gerar € necessario para que nao
haja perda da funcéo principal da proteina de interesse (CHALFIE, 2009).

O vetor pPRTEGFP é baseado na biologia dos tripanossomatideos por isso
foi utilizado neste trabalho, o vetor em questdo possui uma regido promotora
(rRNA) de T. cruzi na qual a RNA polimerase de T. cruzi realiza o acoplamento e
a sintese o0 mMRNA e outra regido para a ligacdo do SL (Spliced Leader). As
pequenas moléculas de RNA denominadas SL estdo presentes no
processamento de mMRNA de tripanossomatideos € um mecanismo pos
transcricional adicionados as moléculas de mMRNA para evitar a degradacao (LEE
et al., 2007). Esse vetor € constituido por 5.238 pb, tem sido amplamente
empregado na clonagem de genes cujas proteinas correspondentes estardo
fusionadas a EGFP e tem demonstrado sucesso nessa funcao (TEIXEIRA el al.,
1995).

Figura 28. T. cruzi na forma epimastigotas transfectado com o vetor pREGFP. A- controle
negativo da transfeccéo. B- T. cruzi na forma epimastigotas transfectado com o vetor, se dividindo
e expressando a EGFP.
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Neste trabalho entéo foi realizado a expresséao transiente e sublocalizac&o
em T. cruzi da subunidade do complexo TcSCC1 e das centrinas 2, 4 e 5 a
fusionados a EGFP (Figuras 29 a 32).

Nas analises de microscopia, para todas as fusdes estudadas obtivemos
uma intensidade de fluorescéncia predominantemente nuclear mas néao
especificamente. Deste modo, sugerimos que citolocalizacdo especifica vai ser
otimizada com experimentos de sincronizacdo celular. Algumas células das cepas
PRTEGFPTCcCEN2 e pRTEGFPTCcCEN4 apresentam emissdo de fluorescéncia
visualmente maior que outras (Figuras 30C e 32C). Essa diferenca na intensidade
pode ser explicada pela localizacdo das células em diferentes planos do campo
de observacédo, ou pela diferenca nos niveis de expressdo das construcdes. A
expressao da construcdo pRTEGFPTcSCC1 foi confirmada pela visualizagao de
fluorescéncia na Figura 29D. A Figura 29B mostra a sobreposicdo das duas

imagens de contraste de fase e emissédo da EGFP.

Figura 29. Imagens de microsco6pio confocal de fluorescéncia do T. cruzi para a analise de
citolocalizagao da proteina TcSCCL1 fusionada a EGFP. A- célula eletroporada com PBS 1x
controle negativo. B- Sobreposicdo da EGFP com o contraste de fase. C- Contraste de fase D-
EGFP com excitacdo com comprimento de onda de 488nm e emisséo de 509nm Barra 10um.
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Figura 30. Imagens de microscopia de florescéncia do T. cruzi para a analise de
citolocalizacdo da proteina TcCEN2 fusionada a EGFP. A- células eletroporada com PBS 1x
controle negativo. B- imagens de contraste de fase C- EGFP sendo excitada na faixa da
ultravioleta.

Figura 31. Imagens de microscopia de florescéncia do T. cruzi para a analise de
citolocalizagdo da proteina TcCEN5 fusionada a EGFP. A- células eletroporada com PBS 1x
controle negativo. B- imagens de contraste de fase. C- EGFP sendo excitada na faixa da
ultravioleta.
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Figura 32. Imagens de microscopia de florescéncia do T. cruzi para a analise de
citolocalizacdo da proteina TcCEN4 fusionada a EGFP. A- células eletroporada com PBS 1x
controle negativo B- imagens de contraste de fase. C- EGFP sendo excitada na faixa da
ultravioleta.

Nos resultados obtidos neste trabalho, foi possivel observar que o vetor
PREGFP estd expressando a proteina EGFP (Figura 28B) e também quando
fusionadas com outros genes (Figuras 29D, 30C, 31C e 32C). Por microscopia
confocal de fluorescéncia (HE et al.,2005), visualizou a ThCEN2 em Trypanosoma
brucei fazendo parte da bolsa flagelar e segregacdo do complexo de Golgi
durante o processo de divisdo célular. Em Trypanosoma brucei, outro estudo
baseado em transfeccdo de genes fusionados a EGFP demonstrou que a
subunidade do complexo coesina, a proteina TbSCC1 possui maior taxa de
fluorescéncia com maior intensidade nas fases S, G2 e inicio da mitose (GLUENZ
et al.,2008).
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5.8 Analise dos niveis de mRNA dos genes TcSCC1 e TcCEN1 a 5 por RT-
PCR em tempo real

Para analisar os niveis de expressdo dos mRNA dos genes TcSCCL e
TcCenl a 5 das formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas, noés
realizamos um RT-PCR em tempo real (QRT-PCR) usando oligonucleotideos
especifico mostrados na Tabela 5. Os niveis de expressédo de um gene dentro de
uma célula podem ser alterados por diversas condi¢cdes, como a fase do ciclo
celular ou a exposicao a diferentes ambientes (estimulos). A analise da expresséo
de genes requer medidas precisas e reprodutiveis de sequéncias especificas de
MRNA. O método mais comum de gquantificacdo de mMRNA é a amplificacdo de
moléculas individuais de RNA, pela combinagcdo de transcricdo reversa e pela
reacdo da cadeia de polimerase em tempo real (SCHMITTGEN et al., 2000).
Mesmo assim, € necessario haver selecdo de uma estratégia apropriada de
normalizacdo para excluir possiveis erros experimentais, fornecendo, desse
modo, dados mais confiaveis. A maioria dos experimentos de expressao génica
requer isolamento e processamento do acido ribonucleico (RNA), e a quantidade
final de RNA pode variar entre as amostras. Eficiéncia de sintese do &cido
desoxirribonucleico complementar (cDNA) e diferencas na atividade geral de
transcricdo das células analisados (ANDERSEN et al., 2004).

A abordagem usada mais frequentemente para normalizacdo em estudos
de expressdo génica é o emprego de um controle interno ou gene de referéncia
enddgeno. Os genes enddgenos codificam proteinas que oferecem funcdes
basicas, essenciais, das quais todas as células necessitam para sobreviver. Eles
devem ter niveis de expressao estaveis em diferentes tipos de células, por todos
0s estagios de desenvolvimento, e mesmo em varias condi¢cdes. Entretanto,
varios estudos mostraram que 0s niveis de transcricdo de genes enddgenos
usados podem variar de forma consideravel dependendo das condigbes que as
células foram submetidas (COOK et al., 2010).

Nossos resultados de PCR quantitativo (Figura 33) mostrou que todos os
genes sdo expressos na forma de mRNA presentes nas trés formas do parasita:
epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas. As centrinas 2 e 5 apresentaram a
maior expressao relativa nas trés formas enquanto que as centrinas 1 e 3
apresentaram expressao equivalente a GAPDH em amastigotas e epimastigotas,

mas em tripomastigotas uma expressao maior. A centrina 4 apresentou uma
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expressao relativa muito menor que a GAPDH e as outras centrinas nas trés
formas do parasita.

Os niveis de mMRNA para o gene TcCEN2 foram maiores em relacdo ao
endégeno GAPDH para todas as formas de vida do T. cruzi. Esse fato pode ser
explicado pelo fato dessas proteinas exercerem muitas fungdes intracelulares,
reparo de DNA, exportacdo de mRNA, associada com proteinas do poro nuclear,
e associada a bolsa flagelar como descrito por diversos autores (ARAKI et al,
2001;. WOLFRUM et ai, 2002;. FISCHER et al., 2004).

Em T. brucei a centrina 3 foi descrita envolvida na segregacdo de
organelas e citocinese agindo como parceiras da centrina 1. Além disso, mantém
a estabilidade de uma dineina situada nos flagelos dando motilidade celular
(SELVAPANDIYAN et al., 2007. YING et al.,2014)..
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Figura 33. Andlise dos niveis de mRNA em trés formas de T. cruzi de possiveis genes
envolvidos na divisdo celular de T. cruzi. C1, C2, C3, C4 e C5 séo respectivamente, TcCEN1,
TcCEN2, TcCEN3, TcCEN4 e TcCEN5 e GAPDH (gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase).
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CONCLUSOES

Os genes para a subunidade TcSCC1 e das proteinas centrinas foram
clonados e confirmados por sequenciamento. Verificamos que todos os genes sao
expressos na forma de mMRNA presentes nas trés formas do parasita:
epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas. As centrinas 2 e 5 apresentaram a
maior expressao relativa nas trés formas enquanto que as centrinas 1 e 3
apresentaram expressao equivalente a GAPDH em amastigotas e epimastigotas,
mas em tripomastigotas uma expressdo maior. A centrina 4 apresentou uma
expressao relativa muito menor que a GAPDH e as outras centrinas nas trés
formas do parasita. As centrinas 2, 4 e 5, assim como a subunidade TcSCC1 da
coesina fusionadas com EGFP apresentaram uma tendéncia a localizacao

nuclear, mas néo especificamente.
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PROXIMAS ETAPAS

Para prosseguir com o estudo sobre a divisdo celular de T. cruzi a partir dos

resultados obtidos neste trabalho, propomos as seguintes etapas:

- Andlise da citolocalizacdo das proteinas fusionadas com EGFP em
transfeccdo transiente em um microscopio de fluorescéncia com maior
resolucao.

- Transfeccdo estavel com as construgbes fusionadas e andlise da
citolocalizagdo em cultura sincronizada com hidroxiureia para avaliacéo
durante o ciclo celular.

- Comparacao da expressao e citolocalizacdo nas diferentes formas de T.

cruzi: amastigotas, tripomastigotas e epimastigotas.
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